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@ RESUMEN 

PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCI6N EN LEVADURAS DE CAPSIDAS VIRALES VACf AS COMPUESTAS POR 
PROTEfNAS DERIVADAS DE pVP2 DEL VIRUS CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD DE LA BURSITIS INFECCIOSA (IBDV) ' 
Las capsidas vacfas del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) estan constituidas por " j ' 
ensamblaje de protefnas derivadas de la protefna pVP2 de IBDV, de distinto tamano y tienen aplicacidn en la produccion * 
de vacunas y en la elaborac!6n de vectores para terapia genica. * J • 
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PRO CEDIMIENTO PARA LA PRODUCClbN EN LEVADURAS DE CAPSIDAS 
VIRALES VACIAS COMPUESTAS POR PROTEiNAS DERIVADAS DE P VP2 DEL 
VIRUS CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD DE LA BURSITIS INFECCIOSA 
(IBDV) 

5 

C AMPO DE LA INVENCI6N 

La invenci6n se relaciona con un procedimiento para la produccion de capsidas 
virales vacias compuestas por proteinas derivadas de la proteina P VP2 (pVP2*) del virus 
causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV). Dianas capsidas pueden ser 
LO utilizadas en la producci6n de vacunas y en la elaboraci6n de vectores para terapia 
genica. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCl6N 

El virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) es un miembro 
15 de la femilia Birnaviridae que infecta diferentes especies aviates y es el recusable directo 
de una grave enfemaedad inmunosopresora causante de impottantee perdidas econdmtcas 
en la industfa avicola mondial (Shanna IMetal. 2000. Infectious borsal disease vrus of 
chickens: pathogenesis and immunosuppression. Developmental and Comparative 
immunology 24:223-235; van den Berg TP et al. 2000. Infectious bursal disease (Gumhoro 
20 disease). Rene scientific e, Uchniaue (International Office of Epizootics) 19:509-543) 
Las partlculas de IBDV son icosaidricas con una aimetria T=13, carecen de 
envuelta y estiin fonnadas por una unica capa proteica. Hasta el momcnto, las 
apro^imaciones encaminadas a la obtencidn un modelo atdmico para las particular de 
IBDV ban ftacasado. Por ello, la infonnacidn estiuctural disponible esta basada en 
25 modelos tridimensionales generados a partir de hnagenes obteuidas por criomicroscopla 
electrdnica del virus purificado y de partlculas virales vacias. En base a estos estudms, se 
ha comprobado que la superficie externa de la particuU esta fonnada por un entramado 
continue de 260 trimeros de la protema VP2 (37 kD.) ordenados en cinco confonnaoones 
diferentes. La cara interna de las partlculas cuntiene 200 uimeros de la proteina VP3 (29 
30 kDa), loa cuales, independientes autre si, se encucntran unidos a la zona basal de los 
titoeros de VP2. Se ha sugerido que un tereer polipeptido, W4 (28 kDa), tambien podna 
former parte de las partlculas, estando simado en la base de los pentimeros que fonnan los 
v6rtices de la estructura icosa&lrica. 
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Las proteinas VP2, VP3, y VP4 se producen a partir del procesamiento proteolitico 
de un polipeptido (o poliproteina) precursor de un tamano de 109 kDa. Este precursor se 
procesa autocataliticamente liberando los peptidos pVP2 (VPX), VP3 y VP4. El dominio 
VP4, que se localiza en la regi6n central de la poliproteina, pertenece a la familia de las 
5 proteasas Ion y es el responsable del corte proteolitico. Los polipeptidos pVP2 y VP3 son 
los responsables directos del ensamblaje de las cdpsidas. El pdptido pVP2 sufre un ultimo 
corte en su extremo C-terminal antes de dar lugar a la forma madura de la proteina (VP2), 
que es la que se encuentra en las particulas purificadas. Este procesamiento de pVP2 es 
necesario para la correcta formaci6n de las capsidas, y requiere la presencia de VP3, 

10 aunque la proteasa responsable aun no ha sido identificada. Como es conocido, la 
morfog6nesis es un proceso vital para el ciclo virico que requiere de pasos sucesivos 
asociados a modificaciones en los polipeptidos precursores. Por ello, los virus han 
desarrollado estrategias que permiten la secuencial y correcta interacci6n entre cada uno de 
sus componentes. Una de estas estrategias, utilizada con frecuencia por virus icosaedricos, 

15 es la utilizaci6n de polipeptidos provenientes de una tinica poliproteina como base de sus 
componentes estructurales. En estos casos, el adecuado procesamiento proteolitico de 
dicha poliproteina juega un papel crucial en el proceso de ensamblaje, - 

Las vacunas convencionales empleadas para el control de la bursitis infecciosa se 
basan en el empleo de cepas, con diferentes grados de virulencia, del propio IBDV crecidas 

20 en cultivo celular o en huevos embrionados. Los extractos que contienen el material 
infeccioso son sometidos a procesos de inactivaci6n quimica para producir vacunas 
inactivadas o bien son empleados de forma directa para producir vacunas vivas atenuadas. 
Este tiltimo tipo de vacunas presenta los inconvenientes clisicos asociados con el empleo 
de vacunas vivas atenuadas, concretamente, el riesgo de mutaciones que reviertan la 

25 virulencia del virus o le hagan perder su inmunogenicidad. 

Se han descrito vacunas sub-unidad recombinantes que comprenden la proteina 
VP2 de IBDV expresada en diversos sistemas de expresion, por ejemplo, bacterias, 
levaduras o baculovirus, normalmente en forma de proteina de fusi6n. Los resultados 
obtenidos en ensayos de inmunizaci6n de polios con dichas vacunas no han sido 

30 completamente satisfactorios. 

Las particulas pseudovirales (VLPs, del ingles 'Virus-like particles"), constituyen 
una alternativa al empleo de vacunas vivas atenuadas y de vacunas sub-unidad 
recombinantes, Xas VLPs se obtienen por autoensamblaje de la totalidad o parte de las 
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sub-unidades constituyentes de la capsida viral y mimetizan la estructura y propiedades 
antigenicas del viri6n native aunque carecen de material genetico por lo que son 
incapaces de replicarse. Ademas de su aplicaci6n con fines vacunales las VLPs pueden 
ser utilizadas como vectores de moleculas de interes biologico, por ejemplo, acidos 
5 nucleicos, peptidos, proteinas, etc. 

La utilization de diferentes vectores para la expresi6n de genes de IBDV ha 
permitido desarrollar sistemas de producci6n de ensamblados virales diferentes. En este 
sentido, se ha descrito la producci6n de distintas VLPs de IBDV mediante expresion de 
la poliprotema viral empleando distintos sistemas de expresi6n, por ejemplo, celulas de 
10 mamifero (Fernandez-Arias A et al. 1998. Expression of ORF Al of infectious bursal 
disease virus results in the formation of virus-like particles. J. Gen. Virol. 79:1047-54) o 
vectores alternativos basados en el empleo de baculovirus recombinantes (rBVs) 
(Vakharia VN. 1997. Development of recombinant vaccines against infectious bursal 
disease. Biotechnology Annual Review 3:151-68; Kibenge FS et al. 1999. Formation of 
15 virus-like particles when the polyprotein gene (segment A) of infectious bursal disease 
virus is expressed in insect cells. Can J Vet Res 63:49-55). 

El empleo de dichos vectores virales ha permitido la producci6n en celulas de 
insecto de diferentes tipos de VLPs entre las que se incluyen particulas, formadas por 
ensamblaje de una protema VP2 recombinants de 20-30 nm de diametro (Min-Ying 
20 Wang et al. 2000. Self-Assembly of the infectious bursal disease virus capsid protein, 
rVP2, expressed in insect cells and purification of immunogenic chimeric rVP2H 
particles by immobilized metal-ion affinity chromatography. Biotechnology and 
Bioengineering. Vol. 67(1):104-111); VLPs con simetria T=l obtenidas mediante 
expresi6n de una forma quimerica de la protema VP2 (rVP2-456) (Martinez- 
25 Torrecuadrada JL et al. 2000. Different architectures in the assembly of infectious bursal 
disease virus capsid proteins expressed in insect cells. Virology 278:322-331); VLPs que 
contienen todas las proteinas presentes en la particula viral (Maraver A et al. 2003. The 
oligomerization domain of VP3, the scaffolding protein of infectious bursal disease 
virus, plays a critical role for capsid formation. Journal of Virology 77:6438-49); y VLPs 
30 producidas por la expresi6n de una forma quimerica de la poliprotema viral formada por 
la fusidn de esta a una protema heterologa con el fin de mejorar la eficiencia en la 
formaci6n de VLPs (Chevalier C et al. 2002. The maturation process of P VP2 requires 
assembly of infectious bursal disease virus capsids. J. Virol. 76:2384-92). 
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Los diversos procedimientos de production de VLPs de IBDV descritos 
previamente adolecen de diferentes defectos que reducen o impiden su aplicabibilidad 
para la generation de vacunas frente a IBDV ya que: 

(i) los vectores desarrollados para producir VLPs de IBDV se basan en el empleo 
5 de virus recombinantes, derivados del virus vacunal o baculovirus, por lo que 

la production de dichas VLPs se realiza a partir c&ulas de mamifero o de 
insecto; sin embargo, esos sistemas de producci6n son muy costosos para su 
aplicaci6n en la producci6n a nivel industrial de vacunas veterinarias; 

(ii) la producci6n de VLPs de IBDV en celulas de mamifero se basa en el empleo 
10 de recombinantes del virus vacunal; sin embargo, ademds de que ese sistema 

de producci6n tiene un costo muy elevado, el empleo de un virus 
recombinante capaz de infectar tanto mamiferos como aves, no reiine las 
condiciones de bioseguridad necesarias para su empleo como vacuna; 

(iii) la production de VLPs de IBDV en c&ulas de insecto empleando sistemas de 
15 expresi6n convencionales, por ejemplo, rBVs que expresan tinicamente la 

poliproteina viral, ademis de costosa, es muy ineficiente y conduce a una 
producci6n de VLPs prdcticamente nula; y 

(iv) la producci6n de VLPs de IBDV en celulas de insecto mediante la expresi6n 
de una poliproteina quimerica, formada por la fiisi6n de la fase de lectura 

20 abierta (ORF) correspondiente a una proteina heterologa al extremo 3 1 de la 

ORF correspondiente a la poliproteina de IBDV, tiene como resultado la 
production de VLPs de IBDV que contienen una proteina de fusion (VP3- 
proteina heter61oga), lo que introduce un elcmento proteico no presente en 
viriones de IBDV, de efecto desconocido y de dudosa aplicabilidad en la 
25 cadena de produccion de carne de polio para consumo humano. 

Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar un vector que permita la produccion a 
nivel industrial de vacunas frente a IBDV que subsane la totalidad o parte de los 
inconvenientes mencionados previamente. 

Las levaduras constituyen una alternativa a los sistemas de expresi6n previamente 
30 mencionados por razones de simplicidad y coste de producti6n. Sin embargo, hasta la fecha, 
no se ha descrito la posibilidad de producir en levaduras capsidas formadas por ensamblaje 
de la proteina VP2 de IBDV expresada en levaduras. Por el contrario, los resultados 
obtenidos por dfstintos grupos de investigadores senalan en la directidn opuesta, es detir, en 
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el sentido de que la expresidn de le preteina VP2 de IBDV en levaduras no conduce a la 
■ fonnacidn de particulas o capsidas. En relacidn con esto, Azad .. al. (US 5.614.409 
describen la produccidn de una forma allamente inmunogdnica de una protema VP2 
recombinant. (rVP2) de IBDV, en la que los 5 ultimo* reatos de aminoacidos del extreme 
5 ■ amino terminal de la VP2 nativa de IBDV ban side reemplazados por un octapepttdo, 
mediante la expresidn de la secuencia codificante de dicba rVP2 en levaduras. Sin embargo, 
como reconocen los mismos sutores, el anffisis por microscopia electrdnica del matenal 
obtemdo no reveld la fonnacidn de esttucturas de particulas definidas (US 5.614.409, 
columns 8, lineas 64*7). Resultados similares parecen haber aide obtenidos por Pitcovsk, e. 
,0 al (PitcovsM J et al. 2003. Development and large-scale use of recombinant VP2 vaccme for 
(he prevention of infectious bursal disease of chickens. Vaccine 21:4736-4743) quienes, 
a^qoe describen la expresidn del gen que codifies par. la proline VP2 de IBDV en PicHia 
pas*,* y el empleo de un material parcialmente purifieado que contiene dicha protelna 
rVP2 de IBDV para imnunizar animales, no describen la fonnacidn de cdpsidas formadas pot 
15 autoensamblajededicharVP2expresadaenP.iMS»ris. 

COMPENDIO DE LA INVENCI6N 

Ahora se ha encontrado, sorprendentemente, que es posible obtener cdpsidas vac.es 
de IBDV mediante la expresidn y ensamblaje de una protelna pVP2« d. IBDV, en donde 
20 dicha protema pVP2« es una protema cuya secuencia de aminodcidos estd constituida por 
la secuencia d. aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto »n» de la protema 
pVP2 de IBDV, en donde "n" es un ndmero entero comprendido entre 441 y 501, en 
levaduras. Dichas cdpsidas vacias de IBDV, fonnadas por autoensamblaje d. dtcha 
protelna pVP2« de IBDV, se denominan VLPs-pVP2* en eata desoripcidn. Dtchas VLPs- 
25 P VP2« de IBDV contienen uno de los dementos proteicos antigdnicamente mds relevante 
presente en los viriones infectives de IBDV por lo que son capaeea de toducu- una 
Kspxsa mmune o antigdnica en un animal y, por tanto, pueden ser utilizadas con fines 

terap6uticos o de diagn6stico. 

En concrete, se ha observado que la expresidn de una proteina P VP2* de BDV en 
30 Saccharomyces cerevisiae permite obtener VLPs- P VP2* de IBDV. Dichas VLPs- P VP2* 
tienen isometria T=l y son inmunogenicas. 

Estos resultados han permitido disenar una nueva estrategia para la produccion de 
las VLPs de IBDV proporcionadas por esta invenci6n (VLPs-pVP2*) que, a diferenaa de 
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los m&odos descritos previamente para la production de VLPs de IBDV (generalmente 
basados en el empleo de virus recombinantes derivados del virus vacunal o de un 
baculovirus y en la producci6n de dichas VLPs a partir celulas de mamifero o de insecto, 
sistemas de produccion inaceptables para la production industrial de vacunas veterinarias 
5 por razones de bioseguridad, eficiencia y coste), permite la expresion y producci6n de 
VLPs de IBDV en levaduras con lo que se subsanan los problemas de bioseguridad y 
eficiencia y se consigue un significativo abaratamiento de los costes de produccion, lo que 
permite su empleo en la produccion industrial de vacunas frente a IBDV. Dicha estrategia 
se basa en la utilization de un sistema o vector de expresion genica que permite la 

1 0 expresion de una pVP2* de IBDV en levaduras y la formaci6n de VLPs-pVP2* de IBDV, 
con un rendimiento muy elevado y con un coste econ6mico muy bajo. 

Las vacunas obtenidas utilizando dichas VLPs-pVP2* presentan numerosas 
ventajas ya que, por una parte, se evita la manipulation de material altamente infeccioso, 
se previene el riesgo potential de aparicion de nuevos mutantes de IBDV y se elimina el 

15 uso de virus vivo en las explotaciones avicolas, previniendose de este modo el riesgo de 
diseminaci6n de cepas vacunales de IBDV al Medio Ambiente, y, por otra parte, permite el 
desarrollo de sistemas de diagnostico diferential para discriminar entre animales 
vacunados e infectados. Estos sistemas de diagn6stico diferencial se basan en la detecci6n 
de anticuerpos frente a las protefnas VP2, VP3 y VP4 de IBDV. Los animales con IBDV 

20 desarrollan una fuerte respuesta humoral frente a ambas proteinas mientras que los 
animales inmunizados con VLPs-pVP2* solo presentan anticuerpos frente a la proteina 
VP2 delBDV. 

Por tanto, en un aspecto, la presente invenci6n se relaciona con un procedimiento 
para la production de dichas VLPs-pVP2* de IBDV basado en la expresi6n genica de una 

25 proteina pVP2* de IBDV en levaduras. 

Los sistemas de expresion y las levaduras desarrolladas para la puesta en prdctica 
de dicho procedimiento de producci6n de dichas VLPs-pVP2* de IBDV, asi como su 
empleo para la producci6n de dichas VLPs-pVP2* de IBDV, constituyen aspectos 
adicionales de la presente invention. 

30 Dichas VLPs-pVP2* de IBDV, que presentan actividad antig&uca o inmunog&rica 

frente a la infeccidn causada por IBDV, constituyen un aspecto adicional de esta 
inventi6n. Asimismo, el empleo de dichas VLPs-pVP2* de IBDV en la elaboration de 
medicamentos, "tales como vacunas y vectores para terapia genica, y/o con fines de 
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diagnosuco consrituye un aspectt, adicional dc esta invencidn. Dichas vacunas y vector 
consrituyen aspectos edicionales dc la presenteinvencidn. 

BREVE DESCWPCION DE LAS FIGURAS 
5 La Figora 1 muestra una representacidn esquematica del plismrdo 

p KCURAinv/pVP2-456. El plismido contiene un ftagmento dc ADN ,uc conticnc la rcg.cn 
correspondiente a la poliproteina dc IBDV que ccdifica dead, cl res* 1 A resto 456 d. la 
protcina VP2 dc IBDV, bajc cl control transcriptional del promoter inducible por galactose 
denominado GALl. Est. plasntido to urilizado para .rensformar un cultivo dc la levadura 
10 todwrom^Mscerevisiaetaaploidecepa499. 

La Figure 2 muestra la purificacidn de esnucturas dcrivedas dc IBDV cn celulas de a. 
cerertsU* nansfbrmadas con P ESCURAinv/pVP2-456 y crecidas cn presencie dc galactose 
(inductor) durante 18 h e 30-& Los eultivos toron rccogidos y uulizados para la ob.enc.6n 
de extrsctos que toron posteriomente enalizedos mediant. ul tt ecenni&gaci6n cn gmd.en.es 
15 unealcs d. sacarosa. Los cerrilcs incluyen mucous corxespondicn.es el exuacm total am 
ftaccionar (I) y a las difcrcn.es freccmnes deadc la zona inferior a la superior del gradren c 
(,-37) medicate SDS-PAGE y tinci6n con azul de coomaasie (Figure 2A), y medtan.. 
Western blot enrplcando suen. anri-VP2 de IBDV (Figure 2B). M indioe los carrilcs cargados 
conmarcedoresdepcsomolecular(DualColor,BIO-RAD). 
,0 La Figure 3 muesua le caracferizacidn etfrutiural de enssmblados derivados dc 

~ BDV producidos cn stales dc S. cerevislae transfcmadas con pESCURAinv/pVP2-456. 
U Figure 3A muesria la caracferizacibn microsedpica de VLPs-pVP2. purificedas; las 
fracciones 21 a 26 del gradiente moaned* en 1. Figure 2 toron mezcledas y analizadas 
med ien.c microscopia elccbdnica dc transmisidn (TEM); en le imagen mosuade sc observe 
25 la presencie de numerosaa parttculaa isomeuicas de un tamafio dc 23 nnr 
apmximadameme. La muesua to .cnida con eceWo dc uranilo. La Figure 3B mucsba el 
resultado d. un enelisis bioquimico, concretamente, le muesna (VLP) to aneltzeda 
mediante SDS-PAOE scguido de tincidn con azul de coomassic. El mercador de peso 
molecular (M) cmplcado to Dual Color (BIO-RAD). La Figure 3C muesna el msutado de 
30 un anilisis antigdoico, concretamen.e, le muesna (VLP) to analizada mcdiantc Wen. 
bl0 . empleando suero anri-VP2 de IBDV. En las Figures 3B y 3C «M» indica d carnl 
correspondiente a los marcadores dc peso molecular (Dual Color, BIO-RAD). 

La Figula 4 es un diagrame de barres que ilustra la ceraCerizacidn de la reapuesta 
bnmoral frente a VLPs-pVP2-456. Dicbas VLPs-pVP2-456 toron uttlizedas para 
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inmunizar polios SPF de 1 dia (Ejemplo 2). La inmunizacion se realizo empleando un 
grupo de 7 polios, con una unica dosis de antigeno por via intramuscular. Como control se 
utiliz6 un grupo de polios que fiieron inyectados por via intramuscular con un volumen 
identico del diluyente del antigeno (PBS). Se tomaron muestras a intervalos de 7 dias hasta 
5 el dia 35. Las muestras de suero fiieron analizadas mediante ELISA empleando una 
diluci6n de la muestra de suero de 1/500. 

DESCRIPCI6N detaixada de la invencion 

Definiciones 

10 El termino VLP-pVP2* (singular) o VLPs-pVP2* (plural) de IBDV, tal como se 

utiliza en esta descripci6n, se refiere a cdpsidas vacias del virus causante de la enfermedad de 
la bursitis infecciosa (IBDV), en ocasiones denominadas gen6ricamente VLP-pVP2* o 
VLPs-pVP2* de la invenci6n, con isometria T=l, constituidas por ensamblaje de una 
proteina pVP2*, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de 

15 aminodcidos estd constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y 
el resto Y de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero comprendido 
entre 441 y 501. 

El termino "IBDV", tal como se utiliza en la presente invenci6n, se refiere a las 
diferentes cepas de IBDV pertenecientes a cualquiera de los serotipos (1 6 2) conocidos [a 

20 titulo ilustrativo vease la revision realizada por van den Berg TP, Eterradossi N, Toquin D, 
Meulemans G., en Rev Sci Tech 2000 19: 509-43]. 

El t&mino "proteina pVP2*" se refiere, en general, a una proteina cuya secuencia de 
aminoacidos esjca constituida por la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y 
el resto "n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un numero entero comprendido 

25 entre 441 y 501 e incluye a cualquiera de las diferentes formas de las proteinas pVP2 
representativas de cualquiera de las mencionadas cepas de IBDV [NCBI protein databank], 
de acuerdo con la definici6n realizada por Sanchez y Rodriguez (1999) (Sanchez AB, 
Rodriguez JF. Proteolytic processing in infectious bursal disease virus: identification of the 
polyprotein cleavage sites by site-directed mutagenesis. Virology. 1999 Sep 15; 262(1): 190- 

30 199) asi como a proteinas sustancialmente hom61ogas a dichas proteinas pVP2 de IBDV, es 
decir, proteinas cuyas secuencias de aminoacidos tienen un grado de identidad, respecto a 
dichas proteinas pVP2 de IBDV, de, al menos, un 60%, preferentemente de, al menos un 
80%, m&s preferentemente de, al menos, un 90% y, atin mds preferentemente de, al menos, 
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Un95% Las proteinas P VP2* particulates se denominan siguiendo el formato « P VP2-n», 
donde«n»eseldetMdopreviamente.Enunareali 2 aci6n 68 

una proteina seleccionada del grupo formado por: 
5 (i ) la proteina pVP2-441, cuya secuencia de aminoicidos esta constituida por la 

secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto 441 de la 
proteina pVP2deIBDV; 
(ii) lap ro teinapW2^52,cuyasecuenciade 

secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 452 de la 
10 proteina P VP2deIBDV; 

(Hi) laprotemapW2^56,cuyasecuendade^^^ 

secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 456 de la 
proteina pVP2deIBDV; 

(iv) laproteina P VP2-466, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por la 
secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto 466 de la 

proteina pVP2 de IBDV; 

(v) ■ la proteina P VP2-476, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por la 
secuencia de arninoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 476 de la 
proteina pVP2de IBDV; 

(vi) lap ro teinapVP2-487,cuyase 
secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto 487 de la 

proteina pVP2 de IBDV; 

(vii) la proteina P VP2-494, cuya secuencia de aminoicidos esta constituida por la 
secuencia de aminoicidos comprendida entre el resto 1 y el resto 494 de la 

25 proteina pVP2 de IBDV; y 

(vui) la proteina P VP2-501, cuya secuencia de aminoicidos esti constituida por la 
secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 501 de la 
proteina pVP2de IBDV. 
La proteina pVP2* de IBDV presente en las VLPs-pVP2* proporcionadas por esta 
30 invenci6n tiene una secuencia de aminoicidos que comprende entre 441 y 501 restosde 
a^oicidos, comenzando a partir del resto numero 1, de cualquier protdna pVP2 
.epresentauvadecualquiercepademDV.poreJempK 

Soroa [NCBI, numero de acceso AAD301 36]. En una realizacidn particular, drcha protema 
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pVP2* de IBDV presente en las VLPs-pVP2* proporcionadas por esta invention es la 
proteina pVP2-456 cuya secuencia de aminoatidos esta comprendida entre el resto 1 y el 
resto 456 de la proteina pVP2 de IBDV cepa Soroa [NCBI, numero de acceso AAD30136]. 
La secuencia de nucleotides que codifica para dicha proteina pVP2-456 de IBDV se 
extiende desde el nucle6tido 350 hasta al nucleotide 1719 de la secuencia de nucleotides 

mostrada en la SEQ. ID. NO: 1. 

Tal como se utiliza en esta descripti6n, el termino "fase de lectura abierta 
correspondiente a la proteina pVP2* de IBDV" incluye, ademas de las secuencias de 
nucledtidos de dichas fases de lectura abierta, otras fases de lectura abiertas analogas a las 
mismas codificantes de proteinas pVP2* de IBDV. 

El termino "analoga", tal como aqui se utiliza, pretende incluir cualquier secuencia de 
nucleotides que puede ser aislada o construida sobre la base de la secuencia de nucle6tidos 
codificantes de pVP2* de IBDV, por ejemplo, mediante la introduction de sustituciones de 
nucleotidos conservativas o no conservative, incluyendo la inserci6n de uno o mis 
15 nucleotidos, la adition de uno o mas nucleotidos en cualquiera de los extremos de la 
molecula o la deletion de uno o mas nucleotidos en cualquier extreme o en el interior de la 
secuencia. En general, una secuencia de nucleotidos analoga a otra secuencia de nucleotidos 
es sustantialmente hom61oga a dicha secuencia de nucleotidos. En el sentido utilizado en esta 
description, la expresi6n "sustantialmente hom61oga" significa que las secuencias de 
20 nucleotidos en cuesti6n tienen un grado de identidad, a nivel de nucle6tidos, de, al menos, un 
60%, preferentemente de, al menos, un 80%, mas preferentemente de, al menos, un 90% y, 
aun mas preferentemente de, al menos, un 95%. 

VT Ps- pVP2* de IBDV: procedimiento para gn producti6n v aplicationes 
25 Las VLPs-pVP2* proporcionadas por esta invenci6n pueden obtenerse mediante la 

expresi6n de dicha proteina pVP2* de IBDV, en celulas hospedadoras apropiadas, en 
particular, levaduras, que contienen la secuencia de nucleotidos que codifica para dicha 
proteina pVP2* de IBDV en una constructi6n genica. En una realizatidn particular, dichas 
celulas hospedadoras apropiadas son levaduras transformadas con un sistema de expresion 
30 adecuado que incluye una constructi6n genica que comprende la secuencia de nucleotidos 
que codifica para dicha proteina pVP2* de IBDV. 

En un aspecto, la inventi6n se relationa con un procedimiento para la producti6n de 
VLPs-pVP2* delBDV, en adelante procedimiento de la inventi6n, que comprende cultivar 
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una levadura que contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina P VP2* 
de IBDV y que expresa dicha proteina pVP2* de IBDV, y, si se desea, recuperar dichas 

VLPs-pVP2* de la invenci6n. 

En una realization particular, el procedimiento de la invenci6n comprende las 

5 etapas de: 

a) cultivar celulas de levadura transformadas con un sistema de expresion que 
comprende la secuencia de nacleotidos que codifica para una proteina pVP2* 
de IBDV, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de 
aminoacidos esta constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida 
10 entre el resto 1 y el resto "n" de la proteina P VP2 de IBDV, en donde «n» es un 

numero entero comprendido entre 441 y 501, bajo condiciones que penmten la 
expresi6n de dicha proteinas P VP2* y su ensamblaje para format VLPs- P VP2* • 
deIBDV;y 

b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas VLPs-pVP2. de IBDV. 
15 Como pnede apreciarse, el proeedimiento de la invencidn comprende la exprestdn 

genica de nna proteina P VP2» de IBDV mediante el empleo de un vector que pemnte la 
expresion de dicha proteina • levaduras. Para eUo, el procedimiento de la invenctdn 
comprende, como paso previo, la obtenei6n de un sistema de expresi6n ginica, M I como un 
sistema consdundo por un plasmido que contiene una construct genica que codtfica para 

de expresion, la expresion de las proteinas recombinant y, si se desea, * 
VLPs-pVP2* de IBDV formadas por ensamblaje de dichas proteinas pVP2* de IBDV, y, 
opcionalmente, la purificaddn de dichas VLPs-pVP2«. 

La obtencion de levaduras transformadas eon un sistema o vector de express que 
25 permi,. 1. expresion de la proteina pVP2. de IBDV puede ser renlizada por un experto en la 
materia en base a lo aqul descrito y al estado d. la tecnica sobre esta tecnologta (pESC 
epitope tagging veaors mstrucdons manual. Stratagene ggg sh.mgene.^n x Sambrook 
, ,989. Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y.). Us levaduras transformadas se cnMvan bajo condtcones, 
30 conocidas por los expertos en la materia, que permiten la expresion de las protemas 
recombtaan.es (pVP2*) y sn ensamblaje para fonnar VLPs-pVPZ* de IBDV. Tras la 
expreaidn de dicha proteina pVP2* de IBDV enlevadums, las proteinas pVP2« expresadasse 
ensamblan y fomran las VLPs-pVP2. de IBDV, las cnales pueden ser aisladas o retaadas del 
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medio, y, si se desea, purificadas. El aislamiento y purification de dichas VLPs-pVP2* de 
EBDV de la invention puede realizarse por m6todos convencionales, por ejemplo, mediante 
fraccionamiento en gradientes de sacarosa. 

El sistema o vector de expresi6n utilizado para transformar levaduras comprende la 
5 secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de B3DV operativamente 
unida a unos elementos de control de transcription y,- opcionalmente, de traduccion, y 
constituye un aspecto adicional de esia inventidn. 

Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n proporciona un sistema o vector de expresion 
util para transformar levaduras, que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica 

10 para una proteina pVP2* de EBDV, en donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya 
secuencia de amino£cidos estd constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida 
entre el resto 1 y el resto ' V de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es un ntimero 
entero comprendido entre 441 y 501, estando dicha secuencia de nucle6tidos codificante para 
dicha proteina pVP2* de IBDV operativamente unida a unos elementos de control de 

1 5 transcripci6n y, opcionalmente, de traduccion. 

En una realizaci6n particular, dicho sistema de expresi6n proporcionado por esta 
invention comprende la secuencia de nucteotidos que comprende la fase de lectura abierta o 
regi6n codificante correspondiente a una proteina pVP2* seleccionada entre las proteinas 
pVP2-441, pVP2-452, pVP2-456, pVP2-466, pVP2-476, pVP2-487, pVP2-494 y pVP2-501. 

20 Los elementos de control de transcripci6n y, opcionalmente, de traduccion, presentes 

en dicho sistema de expresi6n incluyen promotores, que dirigen la transcription de la 
secuencia de la proteina pVP2* (a la que esta operativamente unido), y otras secuencias 
necesarias o apropiadas para la transcripti6n y su regulaci6n adecuada en tiempo y lugar, por 
ejemplo, senates de inicio y teiminaci6n, sitios de corte, senal de poliadenilaci6n, origen de 

25 replicaci6n, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales 
(silencers), etc., todas ellas litiles en levaduras. 

Pr&cticamente cualquier sistema o vector de expresi6n apropiado puede ser utilizado 
en la generation de dicho sistema de expresion. A modo ilustrativo, dichos vectores incluyen 
pldsmidos, cromosomas artifitiales de levadura (YACs), etc. que pueden contener, ademds, 

30 un origen de replicaci6n heter61ogo, por ejemplo, bacteriano, para que pueda ser amplificado 
en bacterias, asi como un marcador utilizable para seleccionar las c61ulas transfectadas 
diferente al gen^o genes de inter6s. Estos vectores de expresion pueden ser obtenidos por 
m&odos convencionales conocidos por los tScnicos en la materia [Sambrook J et al. 1989. 
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Molecntar cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Co.d Spring Harbor Laboratory] y forman 
parte de la presente invencidn. En una realizacidn particular, acta sistema o vector de 
expreaidn es un pldsmido, tal como un pldsmido adecuado para transform* tavaduras tasado 
en un siatem. de expreaidn pESC Yeast (Stratagene), por ejemplo, el plasmrdo 
5 rtSCURAfrVFMK (Ejemplo 1.1) que contiene una construct gdnica que codifies para 
U protein, pVP2-45d de IBDV -y permite la prcduccidn de VLPa- P VP2. de IBDV en 

levaduras. . , . 

El empleo del siatema de expreaidn genica proporcionado por eat. mvencon para la 
produccidn y obtencidn de VLPs-pVP2« de IBDV constituye un aapecto adieional de esta 
10 invencidn. 

En otro aapecto, la invencidn proporciona una aetata hospedadora, tal como una 
levadura, que contiene una secuencia de nudedtidos que codifica para dicta proteina P VP2 
de IBDV En una reaUzacidn particular, dicta celula hoapedadora es una levadura 
tranaformada eon un siatema d. expreaidn proporcionado por esta invencidn que comprende 
15 una construct gdnica que ccmprende la aeeuencia de nucledddos que codifica para drcta 
proteina pVP2« de IBDV. Pricticamente cualquier levadura puede ser utiltaada para la 
pneata en prdcfica del prc^dimiento de la invencidn-, no obatante, en una realign 
parricntar dicta levadura ea una levadura del gdnero Saccharvtyc*, por ejemplo, ft 
cerevisae, S. pombe, eta., una levadura del gdnero Ptckia, por ejemplo, P. pastons, etc. 
20 Las VLPs-pVP2* de IBDV pueden ser utilizadas como vectores o vehiculizadores de 

productoa de interds, tales como moldculas con acfividad bioldgica, por ejemplo, firmacos, 
polipepfidos, protainas, acidos nucleic, eta., por lo one pueden ser utiUzadas con fines 
lapeuticos, de diagndstico o de mvestigacidn. En una realizacidn particular, arenas 
moldculas de intarda bioldgico incluyen polrpeptidos de interds, tales como anugenos o 
25 inductores de respnestas inmunes en animales o humanos a los que se sumtaistre, o bten 
incluyen aecuencias de dcido nucletco, dtiles en terapia genica, destinadas a ser mtrodoctdas 

en el interior de bs cdlulas apropiadas. 

Dictas VLPs-pVP2* de IBDV pueden ser utilizadas para inmunizar arumales, en 
particutar, aves, per se o como vectores o vehicufizadorea de moldcutas con actividad 
30 bioldgica, por ejemplo. polipdptidos, protainas, dcidos nucleicoa, firmacos, etc per lo que 
pnedenserufilizadssconfinea.empduacoaodedi.gndafico.Enunareal^c.dnparttcular, 

dictas molecolss con actividad bioldgica incluyen antigenos o indnctores de respnestas 
tomune en anim^ea o humanos a loa que se suministie, o bien firmacos ,u. se liberan eo 
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su sitio de action espetifico, o bien secuencias de acido nucleico, todas ellas utiles en 
terapia genica y destinadas a ser introducidas en el interior de las celulas apropiadas. 

Por tanto, en otro aspecto, la invencion se relaciona con el empleo de dichas VLPs- 
pVP2* de EBDV en la elaboraci6n de medicamentos tales como, vacunas, vectores para 
5 terapia genica (delivery systems), etc. En una realization particular, dicho medicamento es 
una vacuna destinada a conferir protection a animales, en particular, aves, frente a IBDV. 
En otra realizaci6n particular, dicho medicamento es un vector para terapia genica. 

En otro aspecto, la invenci6n proporciona una vacuna que comprende una cantidad 
terapSuticamente efectiva de VLPs-pVP2* de IBDV, junto con, opcionalmente, uno o mds 

10 adyuvantes y/o vehiculos farmaceuticamente aceptables. Dicha vacuna es util para proteger 
animales, en particular, aves, frente a BBDV. En una realizaci6n particular, dichas aves se 
seleccionan del grupo formado por polios, pavos, ocas, gansos, faisanes, codornices y 
avestruces. En una realizaci6n preferida, la vacuna proporcionada por esta invencion es 
una vacuna util para proteger polios de la infecci6n causada por IBDV. 

15 En el sentido utilizado en esta description, la expresi6n "cantidad terap6uticamente 

efectiva" se refiere a la cantidad de VLPs-pVP2* de la invencion calculada para producir 
el efecto deseado y, en general, vendrd determinada, entre otras causas, por las 
caracteristicas propias de las VLPs-pVP2* de la invencion y el efecto de inmunizacion a 
conseguir. 

20 Los adyuvantes y vehfculos farmac6uticamente aceptables que pueden ser 

utilizados en dichas vacunas son los adyuvantes y vehiculos conocidos por los t6cnicos en 

la materia y utilizados habitualmente en la elaboraci6n de vacunas. 

En una realizatidn particular, dicha vacuna se prepara en forma de una solution o 

suspensi6n acuosa, en un diluyente farmaceuticamente aceptable, tal como soluci6n salina, 
25 soluci6n salina tamponada con fosfato (PBS), o cualquier otro diluyente aceptable 

farmaceuticamente. 

La vacuna proporcionada por esta invenci6n puede ser administrada por cualquier 
via de administraci6n apropiada que de como resultado una respuesta inmune protectora 
frente a la secuencia heter61oga o epitopo utilizado, para lo cual dicha vacuna se fonnulari 
30 en la forma farmac&itica adecuada a la via de administracidn elegida. En una realizaci6n 
particular, la administration de la vacuna proporcionada por esta invenci6n se efectua por 
via parenteral, por ejemplo, por via intraperitoneal, subcutSnea, etc. 

Los siguientes Ejemplos ilustran la invenci6n y no deben ser considerados 
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limitativos del alcance de la misma. El Ejemplo 1 ilustra la obtenci6n de VLPs-pVP2-456 
de IBDV, mientras que el Ejemplo 2 pone de manifiesto la capacidad antigenica de dichas 
VLPs-pVP2-456 de IBDV en polios. 

EJEMPLO 1 

Obtencion de VLPs-pVP2* mediante la expresion de diversas regiones de la proteina 

pVP2 en levaduras 

1 1 Ohtenci6n de VT.Ps-pVP2-46 5 mediante la exnresi6n de la regi6n 1-456 

Hf> la proteina pV T>?- en levaduras 
Con el fin de estudiar la posibilidad de obtener VLPs de IBDV formadas por 
autoensamblaje de la proteina pVP2-456, cuya secuencia de aniinoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 456 de la proteina pVP2 
de IBDV, denominadas VLPs-pVP2-456, en cultivos de levadura (Saccharomyces 
cerevisiae) se genero el vector P ESCURAinv/pVP2-456. El primer paso en la construcci6n 
del vector se realiz6 mediante el clonaje de la regi6n codificante de la proteina pVP2-456 
(restos 1-456 de la pVP2 de IBDV) en el vector pESCURAinv. El plasmido pESCURAinv se 
generd mediante digesti6n del vector pRS426 (Stratagene) con el enzima PvuII y religaci6n 
de la mezcla de digestion. El vector resultante, pESCURAinv, contiene la regi6n de clonaje 
multiple en posicidn invertida con respecto a la del vector parental pRS426. El firagmento de 
DNA correspondiente a la proteina pVP2-456 se obtuvo mediante PCR con los 
ougonucleotidos identificados como Oligo I (SEQ ID NO: 2) y Oligo H (SEQ ID NO: 3) 
empleando como molde el plasmido pVOTE.2/Poly (Fernandez-Arias A et al. 1998. 
Expression of ORF Al of infectious bursal disease virus infectious bursal disease virus 
results in the formation of virus-like particles. Journal of General Virology 79:1047-1054). 
El fragment© fue purificado, sometido a digestidn con los enzimas Bglll y HindlH y clonado 
en el vector pESCURAinv previamente digerido con los enzimas BamHI y HindllL El 
plasmido resultante se denomin6 P ESCURAinv/pVP2-456 (Figura 1). 

El plasmido pESCURAinv/pVP2-456 se emple6 para transforms un cultivo de la 
levadura S. cerevisiae haploide cepa 499 segun un protocolo previamente descrito (Gietz & 
Woods. 2002. Transformation of yeast by the Liac/SS carrier DNA/PEG method. Methods 
in Enzymology 350:87-96). Las levaduras transformadas con el plasmido fueron 
seleccionadas mediante crecimiento en placas de medio SC (CSM + YNB, glucosa 2% y 
bacto agar) supfementadas con los aminoacidos tript6fano, leucina e histidina y carentes de 
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uracilo (-Ura). Tras una incubation de 48 h a 30°C, se selecciono una colonia que foe 
empleada para la realizaci6n de los subsiguientes analisis de expresion de proteinas y 
formation de VLPs. El andlisis de la expresi6n de la proteina pVP2-456 y la formaci6n de 
VLPs se realizo siguiendo un protocolo descrito previamente para la caracterizacion de 
5 VLPs de IBDV en otros sistemas de expresion (Fernandez- Arias A et al. 1998. Expression 
of ORF Al of infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. 
Journal of General Virology 79, 1047-1054; Lombardo E et al. 1999. VP1, the putative 
RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with 
the capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. Journal 

10 of Virology 73:6973-698). 

La colonia seleccionada foe cultivada en medio liquido CSM (-Ura) + YNB 
suplementado con rafinosa al 2%. El cultivo se incub6 a 30°C durante 24 h. Este cultivo 
foe empleado para inocular, a una densidad 6ptica (D.O.) de 0,2, un matraz de 200 ml de 
medio CSM (-Ura) + YNB suplementado con el inductor galactosa al 2%. El cultivo foe 

15 mantenido a 30°C durante 18 horas (hasta una D.O. entre 1,0 y 2,0). Las levaduras faeron 
centrifogadas a 3.000 rpm, durante 5 minutos a 4°C, se lavaron con agua destilada 1 vez, y 
el pellet foe resuspendido en tamp6n de lisis (TEN: Tris 10 mM, pH 8,0; NaCl 150 mM; 
EDTA 1 mM) + inhibidores de proteasas 2X (Compl Roche). Para la lisis se anadio 1 
volumen de "glass beads" (cuentas o perlas de vidrio) de un tamano aproximado de 425- 

20 600 micrones (Sigma). Esta mezcla foe sometida al vortex vigoroso durante 30 segundos 4 
veces, con intervalos de 30 segundos, y todo ello a 4°C. Tras ello se recuper6 la fracci6n 
soluble por centrifogaci6n de la mezcla de lisis a 13.000 ipm durante 15 minutos a 4°C. 
Esta muestra foe sometida a fraccionamiento en un gradiente de sacarosa segun un 
protocolo previamente descrito (Lombardo E et al. 1999. VP1, the putative RNA- 

25 dependent RNA polymerase of infectious bursal disease virus, forms complexes with the 
capsid protein VP3, leading to efficient encapsidation into virus-like particles. Journal of 
Virology 73:6973-6983). Las muestras obtenidas tras el fraccionamiento, asi como una 
muestra del material de partida foeron analizadas mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) [Current Protocols in Molecular 

30 Biology, Edited by: Fred M. Ausubel, Roger Brent, Robert E. Kingston, David D. Moore, 
J.G. Seidman, John A. Smith, Kevin Struhl, John Wiley & Sons, 
http^/www.intersdence.wiley.(x>m/c^/index.htm] y tinci6n con azul de coomassie 
(coomassie blue) e inmunodetecci6n por Western blot empleando suero anti-VP2 [Current 
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Protocols in Molecular Biology, Edited by. Fred M. Ausubel, Roger Brent, Robert E. 
Kingston, David D. Moore, J.G. Seidman, John A. Smith, Kevin Struhl, John Wiley & 
Sons, http://www.mtersdence.wileyxonVcjp/index.htm]. Los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 2. Como puede observarse en la Figura 2A, la tincion con azul de 
coomassie revel6 la presencia de una proteina con el tamafio (42 kDa) esperado para 
pVP2-456, junto con proteinas de mayor masa molecular, en diferentes fracciones 
correspondientes a la zona central del gradiente. La Figura 2B, correspondiente al analisis 
mediante Western blot, muestra que la bandas detectadas mediante tincion con azul de 
coomassie corresponden a la proteina pVP2-456 tanto en su forma monomerica como en 
forma de olig6meros de alto peso molecular. Estos resultados demostraron de forma 
fehaciente la correcta expresion del polipeptido pVP2-456 en el cultivo de S. cerevisiae 
transformado con el plasmido P ESCURAinv/pVP2-456. 

A continuacion, las distintas fracciones del gradiente faeron analizadas mediante 
microscopia electronic* de transmisi6n tal como se ha descrito previamente (Lombardo E 
15 et.al. 1999. VP1, the putative RNA-dependent RNA polymerase of infectious bursal 
disease virus, forms complexes with the capsid protein VPS, leading to efficient 
encapsidation into virus-like particles. Journal of Virology 73:6973-6983). Este analisis se 
realiz6 con el producto resultante de mezclar las fracciones 21 a 26 del gradiente indicado 
en la Figura 2. Como se muestra en la Figura 3A, el analisis mediante TEM de dichas 
20 fracciones del gradiente revel6 la existencia de VLPs de JBDV en esa regi6n del gradiente. 
Las VLPs obtenidas (VLPs-pVP2-456) son isometricas (T = 1) y presentan un diametro de 
23 nm y aspecto circular. El subsiguiente analisis mediante SDS-PAGE (Figura 3B) e 
inmunoblot con suero anti-VP2 (Figura 3C), mostr6 que la frac*i6n contenia la proteina 
pVP2-456 conun grado de pureza estimado de, al menos, 95%. 
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1 7. Qhtenci6n de VT Ps-pVP2 * mediante la expresi6n de otras Tegiones 
A~ i a prntefna pVP2 e n levaduras 
Siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.1 se generaron los vectores 
que se describen en la Tabla 1 que expresaban en levaduras las VP2* que se relacionan en 
dicha Tabla 1, en la que se recoge, ademas, la isometria que presentan las VLPs-pVP2* 
obtenidas y los iniciadores utilizados. 



J- 
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Tabla 1 



Plasmido 


pVP2* 


Isometria 


Iniciador directo 


Iniciador inverso 


pESCURAinv/p VP2-44 1 


pVP2-441 


(a) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 4 


pbSCUKAinv/pVrZ-452 


pVP2-452 


(a) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 5 


pESCURAinv/pVP2-466 


pVP2^t66 


(a)(b)(c)(d) 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 6 


pESCURAinv/pVP2-476 


PVP2-476 


(a)(b)(e)(0 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 7 


pESCURAinv/pVP2-487 


pVP2-487 


ND. 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 8 


pESCURAinv/pVP2-494 


pVP2-494 


N.D. 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 9 


pESCURAinv/pVP2-501 


pVP2-501 


N.D. 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 10 


pESCURAinv/pVP2-5 12 


pVP2-512 


(0 


SEQ. ID. NO: 2 


SEQ. ID. NO: 11 



NOT AS: 

5 * El numero indica el numero de restos de amino&cidos de pVP2 de IBDV de cada 

protefna. 

(a) VLPsT=l 

(b) VLPsT = 7 

(c) Tubulos 20 mn 
10 (d) Caps6meros 

(e) VLPsT=13 

(f) Tubulos 50 nm 

EJEMPLO 2 

15 Caracterizacion de la inmimogenicidad de las VLPs-pVP2-456 de IBDV 

Con el fin de determinar la inmimogenicidad de las VLPs-pVP2-456 (Ejemplo 1.1) se 
realiz6 un ensayo de inmunizaci6n en polios de 1 dia. Un grupo de 7 animales SPF (Hbre 
de pat6genos especificos) fue inmunizado por via intramuscular con una unica dosis de 
200 y\ conteniendo 10 \ig de VLPs-pVP2-456/animal diluidas en PBS. Un grupo similar 

20 fue inyectado con PBS. Se realizaron extracciones semanales de suero de cada uno de los 
animales de ambos grupos. Los sueros de cada grupo y fecha fueron mezclados para 
obtener un suero homogeneo (pool) representado por volumenes equivalentes de cada 
individuo del grupo. Los sueros fueron analizados mediante ELISA. Para ello, los pocillos 
fueron tapizados con 10 ng de VLPs-pVP2-456. Los ensayos fueron realizados segtin un 

25 protocolo prevramente descrito (Current Protocols in Immunology. Edited by: Barbara 
Bierer, John E. Coligan, David H. Margulies, Ethan MShevach, Warren Strober, John 
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Wiley & Sons http://www.interscience.wi ^Y SQm/c p/index.html. Los resultados 
obtenidos, reflejados en la Figura 4, demuestran que una unica inmunizacion en ausencia 
de adyuvante produce una potente respuesta frente a la proteina pVP2-456. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento para la production de capsidas vacias del virus causante de la 
5 enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) [VLPs-pVP2*] que comprende cultivar una 
levadura que contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de 
IBDV y que expresa dicha proteina pVP2* de IBDV, y, si se desea, recuperar dichas VLPs- 
pVP2*, en donde dicha proteina pVP2* de IBDV es una proteina cuya secuencia de 
aminoacidos esta constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y 
10 el resto i4 n" de la proteina pVP2 de IBDV, en donde V es un ntimero entero comprendido 
entre 441 y501. 



2. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 1, que comprende las etapas de: 

15 a) cultivar c&ulas de levadura transfonnadas con un sistema de expresion que 

comprende la secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de 
IBDV, bajo condiciones que permiten la expresi6n de dicha proteinas pVP2* y su 
ensamblaje para formar VLPs-pVP2* de IBDV; y 



20 b) si se desea, aislar y, opcionalmente, purificar, dichas VLPs-pVP2* de IBDV. 

3. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha 
proteina pVP2* de IBDV se selecciona del grupo formado por: 

25 (i) la proteina pVP2-441, cuya secuencia de aminodcidos esta constituida por 

la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 441 de 
la proteina pVP2 de IBDV; 

(ii) la proteina pVP2-452, cuya secuencia de aminoacidos esti constituida por 

30 la secuencia de amino&cidos comprendida entre el resto 1 y el resto 452 de 

la proteina pVP2 de IBDV; 
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(iii) la proteina pVP2-456, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 456 de 
la proteina pVP2 de BDV; 

(iv) la proteina pVP2-466, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 466 de 
la proteina pVP2 de BDV; 

(v) la proteina pVP2-476, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 476 de 
la proteina pVP2 de BDV; 

(vi) la proteina pVP2-487, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 487 de 
la proteina pVP2 de BDV; 

(vii) la proteina pVP2-494, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 494 de 
la proteina pVP2 de BDV; y 

(viii) la proteina pVP2-501, cuya secuencia de aminoacidos esta constituida por 
la secuencia de aminoacidos comprendida entre el resto 1 y el resto 501 de 
la proteina pVP2 de BDV. 

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha 
levadura es del genero Saccharomyces o del genero Pichia. 

5. Procedimiento segun la reivindicacidn 4, en el que dicha levadura es S. 
cerevisiae, S. pombe o P. pastoris. 

6. Un sistema de expresion, util para transformar levaduras, que comprende la 
secuencia de nucle6tidos que codifica para una proteina pVP2* de BDV operativamente 
unida a unos elementos de control de transcripci6n y, opcionalmente, de traducci6n, en 
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donde dicha proteina pVP2* es una proteina cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminodcidos comprendida entre el resto 1 y el resto "n" de 
la proteina pVP2 de BBDV, en donde "n" es un numero entero comprendido entre 441 y 
501. 

7. Una levadura que comprende un sistema de expresi6n segun la reivindicacion 6. 

8. Una levadura transfonnada con un sistema de expresion segun la reivindicacidn 6. 

9. Levadura segun cualquiera de las reivindicaciones 7 8, en el que dicha levadura 
es del g6nero Saccharomyces. 

10. Levadura segtin la reivindicacion 9, en el que dicha levadura es S. cerevisiae o 
S. pombe. 

11. Empleo de un sistema de expresion segun la reivindicaci6n 6, o de una levadura 
seg6n cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, para la produccidn de c&psidas virales 
vacfas del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) [VLPs- 
pVP2*]. 

12. Una cdpsida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa 
(IBDV) [VLP-pVP2*] obtenida segun el procedimiento de cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 5. 

13. Una cdpsida vacia del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa 
(IBDV) [VLP-pVP2*], caracterizada porque esti constituida por ensamblaje de proteinas 
pVP2* de IBDV expresadas en levaduras, en donde dicha proteina pVP2* de IBDV es una 
proteina cuya secuencia de aminodcidos esta constituida por la secuencia de aminodcidos 
comprendida entre el resto 1 y el resto 4 V 9 de la proteina pVP2 de IBDV, en donde "n" es 
un numero entero comprendido entre 441 y 501. 

14. Capsida segun cualquiera de las reivindicaciones 12 6 13, en el que dicha 
proteina pVP2**de IBDV se selecciona del grupo formado por: 
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la proteina pVP2-441, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 441 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-452, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 452 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-456, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 456 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-466, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 466 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-476, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 476 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-487, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 487 de la proteina pVP2 de IBDV; 

la proteina pVP2-494, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 494 de la proteina pVP2 de IBDV; y 

la proteina pVP2-501, cuya secuencia de aminoacidos esta 
constituida por la secuencia de aminoacidos comprendida entre el 
resto 1 y el resto 501 de la proteina pVP2 de IBDV. 
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15. Capsida segun cualquiera de las rei vindications 12 a 14, caracterizada porque 
tiene isometria T=l . 

16. Einpleo de capsidas vacias del virus causante de la enfermedad de la bursitis 
5 infecciosa (IBDV) [VLPs-pVP2*], segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en la 

elaboration de un medicamento. 

17. Empleo segun la reivindicaci6n 16, en el que dicho medicamento es una vacuna 
frente a la enfermedad aviar denominada bursitis infecciosa o un vector para terapia 

10 genica. 

18. Una vacuna que comprende una cantidad terap&rticamente efectiva de capsidas 
vatias del virus causante de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV) [VLPs- 
pVP2*], segtin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, junto con, opcionalmente, uno o 

15 mSs adyuvantes y/o vehiculos fannaceuticamente aceptables. 

19. Vacuna segfin la reivindicaci6n 18, para proteger aves de la infection causada 
por el virus causante de la bursitis infecciosa (IBDV). 

20 20. Vacuna segun la reivindicacidn 19, en la que dichas aves se seleccionan del 

grupo formado por polios, pavos, ocas, gansos, faisanes, codornices y avestruces. 

21. Una vacuna para proteger polios de la infecci6n causada por el virus causante 
de la bursitis infecciosa (IBDV) que comprende una cantidad terapeuticamente efectiva de 
25 cdpsidas vacias de IBDV [VLPs-pVP2*], segdn cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, 
junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos fannaceuticamente 
aceptables. 
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1,1 STA DE SECOENCIAS 

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTfFICAS 
<1'10> BIONOSTRA, S.L. 

ss. ssssrz ssArssMSW srajs-s 

ENFERMEDAD DE LA BURSITIS INFECCIOSA (IBDV) 



<160> 11 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 7929 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 
<220> 



<223> Secuencia nucleotidica del plasmido pESCURAinv/ P VP2-456 
<220> 

<221> promo tor 
<222> (1) (342) 
<223> Promoter Gall 

<220> 
<221> CDS 

till Fase'deTectira Abierta de la proteina pVP2-456 de IBDV 
cactgctccg aacaataaag attctacaat actagctttt atggttatga agaggaaaaa 60 

3KSS S25SS SSSS SSSS SSS5 » ss 
S2K5 SSSS S=SS f 300 
a =255 SS32S SSSS =SSS = 

gfccggcg" cattccggac gacaccctgg agaagcacac tctcaggtca gagacctcga 
cctacaaltt gactgtgggg gacacagggt cagggctaat tgtctttttc ^ggattcc 
ctaactcaat tgtgggtgct cactacacac tgcagggcaa tgggaactac aagttcgatc 
9 tT^nl aactacccaq aacctaccgg ccagttacaa etactgeagg ctagtgagtc 

n Si SS: bssS snss ssss sass 
HIS ssK Esss ssss ssk ss= 

5§S Sri SEE SS SSS SS 5 
SIS EES EE EES SIH 1 

CCg ?cacaX ca?caaac?g gagatag^ga cc?ccaaaag tggtggtcag gcaggggatc 
aaa£a?ca£g gSggcaaga gg?agcctag cagtgacgat ccatggtggc aactatccag 
agat r J"ca ?cccqtcacg ctagtggcct acgaaagagt ggcaacagga teegtegtta 
eggtegctgg gg?gagcaac ttc?agctga tcccaaatcc tgaactagca -gaacctgg 
t?acagaa?a cggLgattt gacccaggag ccatgaacta cacaaaattg atactgagtg 
aaaaagaccg tcSggcatc aagacegtet ggccaacaag ggagtacact gaetttegtg 
SScttcat ggaggtggcc gacctcaact ctcccctgaa gattgeagga geattegget 
SSS aSccgggcc ataaggagga tagctgtgta agcttggtac cgcggctagc 



360 

420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 



1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
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taagatccgc tctaaccgaa aaggaaggag ttagacaacc tgaagtctag gtccctattt 1800 

atttttttat agttatgtta gtattaagaa cgttatttat atttcaaatt tttctttttt 1860 

ttctgtacag acgcgtgtac gcatgtaaca ttatactgaa aaccttgctt gagaaggttt 1920 

tgggacgctc gaagatccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc 1980 

caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg acgcgccctg tagcggcgca ttaagcgcgg 2040 

cgggtgtggt ggttacgcgc agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta gcgcccgctc 2100 

ctttcgcttt cttcccttcc tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt caagctctaa 2160 

atcgggggct ccctttaggg ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac cccaaaaaac 2220 

ttgattaggg tgatggttca cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt tttcgccctt 2280 

tgacgttgga gtccacgttc tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca 2340 

accctatctc ggtctattct tttgatttat aagggatttt gccgatttcg gcctatrggt 2400 

taaaaaatga gctgatttaa caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgttta 2460 

caatttcctg atgcggtatt ttctccttac gcatctgtgc ggtatttcac accgcatagg 2520 

gtaataactg atataattaa attgaagctc taatttgtga gtttagtata catgcattta 2580 

cttataatac agttttttag ttttgctggc cgcatcttct caaatatgct tcccagcctg 2640 

cttttctgta acgttcaccc tctaccttag catcccttcc ctttgcaaat agtcctcttc 2700 

caacaataat aatgtcagat cctgtagaga ccacatcatc cacggttcta tactgttgac 2760 

ccaatgcgtc tcccttgtca tctaaaccca caccgggtgt cataatcaac caatcgtaac 2820 

cttcatctct tccacccatg tctctttgag caataaagcc gataacaaaa tctttgtcgc 2880 

tcttcgcaat gtcaacagta cccttagtat attctccagt agatagggag cccttgcatg 2940 

acaattctgc taacatcaaa aggcctctag gttcctttgt tacttcttct gccgcctgct 3000 

tcaaaccgct aacaatacct gggcccacca caccgtgtgc attcgtaatg tctgcccatt 3060 

ctgctattct gtatacaccc gcagagtact gcaatttgac tgtattacca atgtcagcaa 3120 

attttctgtc ttcgaagagt aaaaaattgt acttggcgga taatgccttt agcggcttaa 3180 

ctgtgccctc catggaaaaa tcagtcaaga tatccacatg tgtttttagt aaacaaattt 3240 

tgggacctaa tgcttcaact aactccagta attccttggt ggtacgaaca tccaatgaag 3300 

cacacaagtt tgtttgcttt tcgtgcatga tattaaatag cttggcagca acaggactag 3360 

gatgagtagc agcacgttcc ttatatgtag ctttcgacat gatttatctt cgtttcctgc 3420 

aggtttttgt tctgtgcagt tgggttaaga atactgggca atttcatgtt tcttcaacac 3480 

tacatatgcg tatatatacc aatctaagtc tgtgctcctt ccttcgttct tccttctgtt 3540 

cggagattac cgaatcaaaa aaatttcaaa gaaaccgaaa tcaaaaaaaa gaataaaaaa 3600 

aaaatgatga attgaattga aaagctgtgg tatggtgcac tctcagtaca atctgctctg 3660 

atgccgcata gttaagccag ccccgacacc cgccaacacc cgctgacgcg ccctgacggg 3720 

cttgtctgct cccggcatcc gcttacagac aagctgtgac cgtctccggg agctgcatgt 3780 

gtcagaggtt ttcaccgtca tcaccgaaac gcgcgagacg aaagggcctc gtgatacgcc 3840 

tatttttata ggttaatgtc atgataataa tggtttctta gtatgatcca atatcaaagg 3900 

aaatgatagc attgaaggat gagactaatc caattgagga gtggcagcat atagaacagc 3960 

taaagggtag tgctgaagga agcatacgat accccgcatg gaatgggata atatcacagg 4020 

aggtactaga ctacctttca tcctacataa atagacgcat ataagtacgc atttaagcat 4080 

aaacacgcac tatgccgttc ttctcatgta tatatatata caggcaacac gcagatatag 4140 

gtgcgacgtg aacagtgagc tgtatgtgcg cagctcgcgt tgcattttcg gaagcgctcg 4200 

ttttcggaaa cgctttgaag ttcctattcc gaagttccta ttctctagaa agtataggaa 4260 

cttcagagcg cttttgaaaa ccaaaagcgc tctgaagacg cactttcaaa aaaccaaaaa 4 320 

cgcaccggac tgtaacgagc tactaaaata ttgcgaatac cgcttccaca aacattgctc 4 380 

aaaagtatct ctttgctata tatctctgtg ctatatccct atataaccta cccatccacc 4440 

tttcgctcct tgaacttgca tctaaactcg acctctacat tttttatgtt tatctctagt 4500 

attactcttt agacaaaaaa attgtagtaa gaactattca tagagtgaat cgaaaacaat 4560 

acgaaaatgt aaacatttcc tatacgtagt atatagagac aaaatagaag aaaccgttca 4 620 

taattttctg accaatgaag aatcatcaac gctatcactt tctgttcaca aagtatgcgc 4 680 

aatccacatc ggtatagaat ataatcgggg atgcctttat cttgaaaaaa tgcacccgca 4740 

gcttcgctag taatcagtaa acgcgggaag tggagtcagg ctttttttat ggaagagaaa 4800 

atagacacca aagtagcctt cttctaacct taacggacct acagtgcaaa aagttatcaa 4860 

gagactgcat tatagagcgc acaaaggaga aaaaaagtaa tctaagatgc tttgttagaa 4 920 

aaatagcgct ctcgggatgc atttttgtag aacaaaaaag aagtatagat tctttgttgg 4 980 

taaaatagcg ctctcgcgtt gcatttctgt tctgtaaaaa tgcagctcag attctttgtt 5040 

tgaaaaatta gcgctctcgc gttgcatttt tgttttacaa aaatgaagca cagattcttc 5100 

gttggtaaaa tagcgctttc gcgttgcatt tctgttctgt aaaaatgcag ctcagattct 5160 

ttgtttgaaa aattagcgct ctcgcgttgc atttttgttc tacaaaatga agcacagatg 5220 

cttcgttcag gtgtjcacttt tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg tttatttttc 5280 

taaatacatt caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa 5340 

tattgaaaaa ggaagagtat gagtattcaa catttccgtg tcgcccttat tccctttttt 5400 
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gcggcatttt gccttcctgt ttttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgct 5460 
gaagatcagt tgggtgcacg agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc 5520 
cttgagagtt ttcgccccga agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta 5580 
tgtggcgcgg tattatcccg tattgacgcc gggcaagagc aactcggtcg ccgcatacac 5640 
tattctcaga atgacttggt tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct tacggatggc 5700 
atgacagtaa gagaattatg cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac tgcggccaac 57 60 
ttacttctga caacgatcgg aggaccgaag gagctaaccg cttttttgca caacatgggg 5820 
gatcatgtaa ctcgccttga tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat accaaacgac 5880 
aagcgtgaca ccacgatgcc tgtagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactggc 5940 
qaactactta ctctagcttc ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt 6000 
gcaggaccac ttctgcgctc ggcccttccg gctggdtggt ttattgctga taaatctgga 6060 
accggtgagc gtgggtctcg cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagccctcc 6120 
cgtatcgtag ttatctacac gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag 6180 
atcgctgaga taggtgcctc actgattaag cattggtaac tgtcagacca agtt.tactca 6240 
tatatacttt agattgattt aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc 6300 
ctttttgata atctcatgac caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca ctgagcgtca 6360 
gaccccgtag aaaagatcaa aggatcttct tgagatcctt tttttctgcg cgtaatctgc 6420 
tgcttgcaaa caaaaaaacc accgctacca gcggtggttt gtttgccgga tcaagagcta 6480 
ccaactcttt ttccgaaggt aactggcttc agcagagcgc agataccaaa tactgtcctt 6540 
ctagtgtagc cgtagttagg ccaccacttc aagaactctg tagcaccgcc tacatacctc 6600 
gctctgctaa tcctgttacc agtggctgct gccagtggcg ataagtcgtg tcttaccggg 6660 
ttggactcaa gacgatagtt accggataag gcgcagcggt cgggctgaac ggggggttcg 6720 
tgcacacagc ccagcttgga gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct ^^gag 6780 
ctatgagaaa gcgccacgct tcccgaaggg agaaaggcgg acaggtatcc 9^aagcggc 6840 
agggtcggaa caggagagcg cacgagggag cttccagggg gaaacgcctg gtatctttat 6900 
agtcctgtcg ggtttcgcca cctctgactt gagcgtcgat ttttgtgatg ctcgtcaggg 
gggcggagcc tatggaaaaa cgccagcaac gcggcctttt tacggttcct ggccttttgc 
tggccttttg ctcacatgtt ctttcctgcg ttatcccctg attctgtgga taaccgtatt 
accgcctttg agtgagotga taccgctcgc cgcagccgaa cgaccgagcg cagcgagtca 
gtgagcgagg aagcggaaga gcgcccaata cgcaaaccgc ctctccccgc gcgttggccg 
attcattaat gcagctgaat tggagcgacc tcatgctata cctgagaaag caacctgacc 
tacaggaaag agttactcaa gaataagaat tttcgtttta aaacctaaga gtcactttaa 
aatttgtata cacttatttt ttttataact tatttaataa taaaaatcat aaatcataag 7380 
aaattcgctt atttagaagt gtcaacaacg tatctaccaa cgatttgacc cttttccatc 7440 
ttttcgtaaa tttctggcaa ggtagacaag ccgacaacct tgattggaga cttgaccaaa 7500 
cctctggcga agaat?gtta attaagagct cagatcttat cgtcgtcatc cttgtaatcc 7560 
atcgatacta gtgcggccgc cctttagtga gggttgaatt cgaattttca aaaattctta 7620 
cttttttttt ggatggacgc aaagaagttt aataatcata ttacatggca ttaccaccat 7680 
atacatatcc ILtaLtat ccatatctaa tcttacttat atgttgtgga aatgtaaaga 7740 
gccccattat cttagcctaa aaaaaccttc tctttggaac tttcagtaat acgcttaact 7800 
gctcattgct atattgaagt acggattaga agccgccgag cgggtgacag ccctccgaag 7860 
gaagaototc ctccgtgcgt cctcgtcttc accggtcgcg ttcctgaaac gcagatgtgc 7920 
ctcgcgccg 



6960 
7020 
7080 
7140 
7200 
7260 
7320 



<210> 2 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 



<223> Oligo I, oligonucle6tido iniciador directo utilizado para la 
ge neraci6n del fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-456 en 
combinaci6n con la SEQ. ID. NO: 3 

<400> 2 

gcgcagatct atgacaaacc tgtcagatca aaccc ^ 



<210> 3 
<2H> 32 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 

<223> Oligo II; 01igonucle6tido iniciador inverso utilizado para, la 
generaci6n del fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-456 en 
combinacidn con la SEQ. ID. NO: 2 

<400> 3 

gcgcaagctt acacagctat cctccttatg gc 32 



<210> 4 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucleotide iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-441 en combinacidn con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 4 

gcgcaagctt ttatgetect gcaatcttca gg 32 



<210> 5 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-452 en combinaci6n con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 5 

gcgcaagctt accttatggc ccggattatg tctttgaagc 40 



<210> 6 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> 01igonucle6tido iniciador inverso utilizado para la generacidn del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-466 en combinaci6n con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 6 

gcgcaagctt aggcaggtgg gaacaatgtg g 31 



<210> 7 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-476 en combinaci6n con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 7 



gcgcaagctt aaccttcccc aattgcatgg ggc 
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<210> 8 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucleotides iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-4 87 en combinacidn con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 8 

gcgcaagctt aggectggge ctcatcgccc age 33 



<210> 9 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-4 94 en combinaci6n con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 9 

gcgcaagctt aggctcgagc agttcccgaa gc 32 



<210> 10 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucle6tido iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-501 en combinacidn con la 
SEQ. ID. NO: 2 

<400> 10 

gcgcaagctt aaggtcttgc ttttcctgac gc 32 



<210> 11 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<223> Oligonucledtido iniciador inverso utilizado para la generaci6n del 
fragmento de DNA codificante de la proteina pVP2-512 en combinaci6n con la 
SEQ. ID. NO: 2 



<400> 11 

gcgcaagctt aggegagagt cagctgcctt atgc 
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